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摘要 
本研究针对二维液相在复杂样品分离中的不足，结合新的混合模式色谱，构
建基于 Sephadex LH-20 × RPLC 联用的新型二维色谱方法体系，并探索该系统在
中药材分析和分离制备上的应用。 
构建 Sephadex LH-20 与反相色谱联用的在线分析系统，以含多个化合物的
模式混合物作为研究对象，通过探究各化合物的液相保留行为证明了葡聚糖凝胶
在甲醇/水洗脱模式下可兼具尺寸排阻、氢键吸附、分配三种分离机制。以红花
作为研究对象，在确定溶剂洗脱模式的基础上考察第一维 Sephadex LH-20 柱的
柱长、流速等因素对分离效果的影响，确定分离参数；选择适合该二维系统的接
口；将构建的 Sephadex LH-20 × RPLC 联用模式与 RPLC × RPLC 联用模式和
HILIC × RPLC 联用模式进行分离效果的比较， Sephadex LH-20 × RPLC 联用模
式显示出了远优于其他两个联用模式的正交性分离度（72.9%），同时强大的样品
承载力预示其可为复杂样品提供更为丰富的成分信息。选取藏红花、银杏叶、栀
子、射干等中药作为分析对象，进一步证实了 Sephadex LH-20 × RPLC 系统在中
药材分析中的潜在分离能力。 
最后本研究将构建的 Sephadex LH-20 × RPLC 联用模式放大到制备规模，选
取红花水提物作为研究对象进行全二维在线制备分离和传统一维制备分离，采用
高效液相色谱法（HPLC）对化合物进行纯度分析并结合核磁共振、质谱等手段
进行化合物结构鉴定与解析。最终，从红花中制备分离得到 24 个化合物，其中
在线制备并鉴定了 11 个化合物，离线制备得到并鉴定了 22 个化合物。 
综上，本研究成功构建了一种混合模式 Sephadex LH-20 × RPLC 二维液相色
谱系统，对水溶性样品具有良好的分离效果，为中药材的成分分离提供了一个新
的思路。 
 
关键词：在线二维液相色谱；葡聚糖凝胶色谱 × 反相色谱；混合模式；红花 
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Abstract 
A novel on-line comprehensive two-dimensional mixed-mode Sephadex LH-20 
chromatography × reversed phase liquid chromatography (Sephadex LH-20 × RPLC) 
was constructed with the development of mixed-mode chromatography technique.  
Firstly, the mixture of reference compounds was separated on Sephadex LH-20 
with methanol or methanol/water as elution solvent. Based on the retention time of 
these compounds, whose molecular weight and hydrophobicity was different from 
each other, Sephadex LH-20 was convinced to possess the separation mechanisms of 
size exclusion, reversed phase partition and adsorption when eluted with 
methanol/water. Then, the system parameters, including the column length and flow 
rate of first dimensional Sephadex LH-20, the sample loading, modulation frequency 
and the interface, were optimized using water extract of Flos Carthami as the sample 
solvent. At last, the optimized Sephadex LH-20 × RPLC system was used for the 
analysis of water extract of Flos Carthami, better orthogonality (72.9%) and 
separation efficiency was achieved when comparing with RPLC × RPLC and HILIC 
× RPLC. Moreover, the on-line Sephadex LH-20 × RPLC system was applied in the 
analysis of other complex natural products, such as saffron crocus stigma, ginkgo leaf, 
cape jasmine and blackberrylily rhizome, all of which showed good separation 
efficiency. 
The Sephadex LH-20 × RPLC system was also expanded to the on-line and 
off-line separation of Flos Carthami. Finally, 24 compounds were separated from Flos 
Carthami, where 11 compounds were obtained from the on-line preparative Sephadex 
LH-20 × RPLC system, and 22 compounds were separated in the off-line process. 
In summary, a mixed-mode Sephadex LH-20 × RPLC system was constructed, 
which provides a novel techique for the analysis of complex water soluble samples. 
 
Keywords: On-line 2D-LC; Sephadex LH-20 × RPLC; Mixed mode; Flos Carthami
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缩略语说明 
 
Abbreviation Full name 
HPLC High performance liquid chromatography 
2D-LC Two dimensional liquid chromatography 
RPLC Reversed phase liquid chromatography 
ODS Octadecylsilyl 
ESI-MS Electronspray ionization-mass spectrum 
m/z Mass-to-charge ratio 
1
H-NMR 
1
H nuclear magnetic resonance 
13
C-NMR 
13
C nuclear magnetic resonance 
DMSO Dimethyl sulfoxide 
δ Chemical shift 
J Coupling constant 
s Singlet  
d Doublet 
dd Doublet of doublet 
m Multiple 
br. broad 
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1 
第一章 前言 
1.1 引言 
高效液相色谱已被广泛应用于分离、识别和定量混合物中的各组分，基于不
同分离机制的液相色谱方法已被广泛开发，如正相液相色谱（NPLC）、反相高效
液相色谱（RPLC）、亲水相互作用色谱（HILIC）、尺寸排阻色谱（SEC）、离子
交换色谱（IEC）和亲和层析（AC）。然而，在分析传统中药材（TCM）和代谢
组学等含有极性和分子量差异较大的复杂样品时，传统的一维色谱模式已不能满
足分离的需求。人们开始尝试研发各种新型色谱填料以及色谱仪器以求增强液相
色谱的分离能力。二维液相色谱（two-dimensional liquid chromatography，2D-LC）
是提高液相色谱分辨率和峰容量的有效途径之一。 
1.2 二维液相色谱的概述 
1.2.1 二维液相色谱的定义 
二维液相色谱的概念最早是由 Giddings et al[1-3]提出，它是将分离机理不同
而又相互独立的两支色谱柱通过不同模式的接口串联构成的分离系统。相较于一
维液相色谱，二维液相色谱可提供让人满意的分辨率，达到更好的分离效果[4]。
在过去的几十年中，该系统被不断优化，多种不同的液相色谱被组合使用。为了
更好地实现二维色谱系统的实用性和重现性，新设计的接口和新的固定相也被陆
续推出，有效地拓宽了分析样品的检测范围，所提供的样品信息也更为丰富，如
IEC × RPLC
[5]和 SEC × RPLC[6]的联用等。 
1.2.2 二维液相色谱的分类 
二维液相系统可以在离线（off-line）和在线（on-line）两种模式下进行操作。
离线二维液相系统以独立的方式在两个维度对样品进行分离，与一维在线系统相
比，可以获得更高的分离效果。然而，这种离线系统需要花费更长的分析时间。
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同时，收集各馏分更容易造成污染或丢失。相比之下，上述缺点在在线系统中很
少见到。但在线二维系统需有使用复杂的设备和特定的接口。 
根据第一维洗脱的组分是否完全进入第二维色谱进行分离，二维色谱系统也
可分为中心切割二维色谱系统（Heart-cutting 2D-LC）和全二维色谱系统
（Comprehensive 2D-LC）[7]。由于中心切割二维色谱系统中只有含有目标化合
物的洗脱组分会进入第二维，无法获得样品中的所有成分的信息，所以该方法不
适合分析未知的混合物。全二维液相色谱则是将第一维的所用洗脱组分都输送进
第二维进行分析。基于 Giddings 和 Davis[1-3]的早期定义，Schoen 等人[7]提出了
三个条件来定义全二维分离，同时根据第一维峰宽内第二维色谱图的数量来判断
其是否可以实现[8-10]。因此，全二维液相色谱技术能够分析和识别未知复杂样品。 
1.2.3 2D-LC的评价指标 
选择性（selectivity），正交性（orthogonality），和峰容量（peak capacity）是
二维液相系统优化的三个最为重要的指标。在色谱构建中，应首先考虑选择性，
因为它可直接影响另外两个指标。为了最大限度地提高峰容量，建议两维使用分
离机制不同的色谱柱。Johnson 等人[11]报道了利用系统选择性立方体（SSC）建
立的疏水减法模型，对超过 500 个反相色谱柱的选择性差异进行比较，证明了系
统选择性立方体（SSC）可较广泛的用于二维分离中色谱柱的选择，从而提高二
维液相色谱的正交性。此外，与固定相相比，虽然流动相的改变对色谱系统的选
择性影响较小[12]，但其对整体分离效果的影响仍是一个不可忽视的因素。因此，
必要时也可对流动相的组成、pH 值、有机改性剂[13]，洗脱模式（等度和梯度洗
脱模式）[14, 15]以及流速进行调整。 
峰容量的概念最早是由 Giddings[16]提出，它是描述色谱分离潜在能力的一种
特征参数，即在单一分析运行时，色谱柱所能承载的达到一定分离度的色谱峰的
数目。以平均峰宽 wb 为基础，将洗脱时间进行分割，一维分离在梯度洗脱时间
的峰容量近似为： 
𝑛1 =
𝑡
𝑤𝑏
 
为了测定全二维液相分析的总的峰容量，峰容量必须是两维的结合。理论情
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况下，最大潜在的分离峰数应为两维的峰容量的乘积[1]。 
𝑛2𝐷  =  𝑛 1 ∙ 𝑛 2 
实际的二维峰容量值往往要低于这个理论值，该等式只有在两个维度的分离
完全相互独立[2, 17]且样品在从第一维转移到第二维没有任何损失时才能成立[18]，
但这样的条件几乎无法达到[19]。因此大家给出了很多参数对峰容量的计算公式
进行修正。 
1995 年由 Giddings 提出的一个经典规律：二维液相空间分布的占有率决定
于两维液相色谱分离机制的相关性。分离机理差异越大，分离越大，峰分布也越
广。其中两维分离机制的相关性就是我们常说的正交性。在二维液相色谱图中，
峰分布的区域可以清楚地与没有峰的区域分离，从而可以利用各种简单的几何图
形描绘出峰的分布区域。正交性则可以根据有效面积（峰分布面积）和二维总面
积的比值进行计算[20]。值得注意的是，分离方法的正交性不仅取决于所选的第
一、第二维间分离机制的差异，同时也受限于所分离样品本身的性质[21]，因此，
根据所需分离样品本身的物理化学性质对两维的分离机制进行选择也显得十分
重要。 
Roman 等人[22]给出了一个简单的方法测定全二维液相色谱的峰的分布。在
这项工作中，他们提出一种基于向量描述有效面积的新方法。这种方法通过使用
简单的向量将有效二维面积描述成平行四边形和其他相对复杂的几何图形（图
1- 1），从而对分离面积（峰的分布）进行计算。 
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Figure 1- 1 Calculation methodology for orthogonality of 2D-LC developed by 
Roman   
图 1- 1 Roman 等人提出的计算二维峰容量方法示意图[22] 
 
根据向量所描绘出来的几何图形的类型，可选择不同的公式对 LC × LC 中
的有效面积 Aeff （峰值分布）进行计算，以下给出较为常用的四边形 [公式（1-1）]
和五边形 [公式（1-2）] 计算公式。 
A𝑒𝑓𝑓 =
1
2
[(𝑛𝑎
1 − 𝑛𝑏
1) × 𝑛𝑐
2 + (𝑛𝑏
2 − 𝑛𝑎
2) × 𝑛𝑐
1] (1-1) 
A𝑒𝑓𝑓 =
1
2
|(𝑛𝑎
1 × 𝑛𝑑
2 − 𝑛𝑎
2 × 𝑛𝑑
1 )| +
1
2
|(𝑛𝑑
1 × 𝑛𝑐
2 − 𝑛𝑑
2 × 𝑛𝑐
1)|
+
1
2
|(𝑛𝑐
1 × 𝑛𝑏
2 − 𝑛𝑐
2 × 𝑛𝑏
1)| 
(1-2) 
n
1 
a  、n
2 
a 分别表示向量a在第一维和第二维的峰容量，向量b、c、d也是同样
的表示方式。Aeff 表示有效峰面积。 
𝑂′ =
A𝑒𝑓𝑓 
𝑛𝑔𝑟𝑑
1 × 𝑛𝑔𝑟𝑑
2  
(1-3) 
n
1 
grd 和 n
2 
grd分别为第一维、第二维的峰容量，𝑂′表示正交性。 
有效面积Aeff （峰值分布）与二维空间分布总面积（𝑛𝑔𝑟𝑑
1 × 𝑛𝑔𝑟𝑑
2 ）的比值为𝑂′，𝑂′的
取值在0到1之间，越接近1则表明正交性越高。这种计算分离面积的方法可以对几种色
谱柱的组合进行比较，是优化二维液相分析的有效工具。 
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